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表达蛋白参与了细胞死亡和存活以及细胞周期等调控过程，涉及 G2/M 期 DNA
损伤检验点调控、Myc 介导的细胞凋亡等信号通路，而 Prohibitin 是其中的关键
调控蛋白。在此基础上，对 Prohibitin 在 MG-63 细胞诱导凋亡前后的表达和定位
变化，及其与相关癌基因、抑癌基因产物的共定位及相互作用关系进行了研究。
蛋白质免疫印迹杂交证实在人成骨肉瘤 MG-63 细胞诱导凋亡后，Prohibitin 在核
基质中的表达下调。运用免疫细胞化学技术和激光共聚焦显微镜观察诱导凋亡前
后 Prohibitin 在细胞内的定位，结果显示 Prohibitin 在 MG-63 细胞中与 c-Myc、
Bax、Fas、Bcl-2、P53 和 Rb 等具有不同程度的共定位关系，且在姜黄素处理后
其共定位区域发生了变化。利用原核表达纯化 GST-PHB 融合蛋白和 GST 
pull-down 技术确证了 Prohibitin 与 Bax、c-Myc 和 P53 有直接的相互作用。进一
步通过构建真核表达载体 pEGFP-C1-phb 并转染 MG-63 细胞，观察结果表明
Prohibitin 在姜黄素诱导凋亡前后发生了细胞内的定位变化。 



























In this study, curcumin was used to induce apoptosis of the human osteosarcoma 
MG-63 cells. By using subcellular proteomics technology, we performed a systematic 
analysis on expression changes of the nuclear matrix proteins in MG-63 cells before 
and after apoptosis, and found that Prohibitin was down-regulated during apoptosis. 
Bioinformatics analysis of differentially expressed proteins showed that these 
molecules were more likely to participate in the regulation of cell death and survival, 
as well as cell cycle regulation, and might involve signaling pathway of G2/M phase 
DNA damage checkpoint control and Myc-mediated apoptosis. While Prohibitin was 
one of the most important proteins. On this basis, we studied the expression and 
localization change of Prohibitin and its co-localization and interaction relationship 
with products of related oncogenes and tumor suppressor genes in MG-63 cells after 
the induction of apoptosis. Western blot experiment confirmed the down-regulation of 
Prohibitin in the nuclear matrix of MG-63 cells. Using immunocytochemistry 
technology and laser confocal microscopy we observed Prohibitin was co-localized with 
c-Myc, Bax, Fas, Bcl-2, P53 and Rb in some degree, and the co-localization regions 
had changed after induced apoptosis. GST pull-down experiments proved that 
Prohibitin directly interacted with Bax, c-Myc and P53 by means of prokaryotic 
expressed GST-PHB fusion protein. In further experiment we constructed eukaryotic 
expression vector pEGFP-C1-phb and transfected it into MG-63 cells. Observations 
showed that the intracellular localization of Prohibitin changed after 
curcumin-induced apoptosis.  
The results of this study demonstrated that the expression level of Prohibitin in the 
nuclear matrix of MG-63 cells was significantly changed after treatment with 
curcumin. This indicated that Prohibitin played an important role in the process of 
apoptosis in tumor cells. Subsequent experiments confirmed the change of Prohibitin 
















oncogenes and tumor suppressor genes. Our study preliminarily revealed the 
interaction networks of Prohibitin in the process of induced apoptosis in tumor cells, 
while bioinformatics analysis explained the molecular mechanism of Prohibitin in 
regulating apoptosis from a relatively holistic level. The results suggest that biological 
functions of Prohibitin may be affected by its subcellular localization and interaction 
with related proteins, and then point out the direction for further studying the 
biological functions of Prohibitin. Meanwhile, exploring the regulatory function of 
Prohibitin in cell canceration and apoptosis will provide more sufficient scientific 
guidance and theoretical basis for anti-tumor therapy targeting Prohibitin. 
  









































前  言 
1 细胞凋亡与肿瘤细胞凋亡调控机理的研究 








































 1.2 细胞凋亡与肿瘤细胞凋亡诱导机理的研究现状 


















从而释放细胞凋亡相关因子如细胞色素 C（cytochrome C，Cyt c）、细胞凋亡诱
导因子（apoptosis induced factor，AIF）、Smac（the second mitochondria-derived 
activator of caspase）/DIABLO（direct IAP binding protein）、核酸（endonucleaseG，
EndoG）等，通过下游的级联反应诱发凋亡过程。在 ATP/dATP 存在情况下，释
放到胞浆中的细胞色素 C 能与凋亡蛋白酶活化因子（apoptotic protease-activating 
factor，Apaf-1）结合，形成多聚复合物，并通过 Apaf-1 募集细胞质中的 Caspase-9
前体，使其自我剪切活化，从而启动 Caspase 蛋白酶级联反应，激活下游的
















活化，还可以转位进入细胞核，独立地将 DNA 裂解为 60Kb 左右的片段。Smac
释放进入细胞质后可与多种抑凋亡蛋白 IAPs 包括 cIAP1、cIAP2、XIAP、Survivin
等结合，使其失活，解除 IAPs 对 Caspase 的抑制，促进凋亡的发生。 
（2）死亡受体途径：死亡受体是一类跨膜蛋白，属于肿瘤坏死因子受体
（TNFR）家族，目前研究比较清楚的是 Fas/FasL 通路。淋巴细胞、DNA 损伤
等均能产生 Fas 配体 FasL，FasL 与 Fas 结合后使 Fas 三聚化，导致其细胞质区
的死亡结构域（Death domain，DD）构象发生改变，进而与接头蛋白 FADD 的 C
端死亡结构域 DD 区结合，这样 FADD 的 N 端死亡效应结构域（death effector 
domain，DED）就能与上游 Caspase 如 Caspase-8、10 的前体结合，形成死亡诱
导信号复合物（(death—inducing signaling complex，DISC)），引起 Caspase-8 或
10 通过自身剪切激活，从而进一步激活下游效应 Caspase 如 Caspase-3、7，使其
切割特定的底物，引发凋亡。对 Fas 介导的凋亡敏感型的细胞可以分为两类，一
类如胸腺细胞通过 Caspase 途径转导凋亡信号，一类如肝细胞，因 Fas 介导的
Caspase-8 活化不足，需 Bid 蛋白将凋亡信号由 Caspase-8 传递至线粒体，才能引




均会导致 Caspase-7 向内质网膜转移，并激活存在于内质网膜上的 Caspase-12，
Caspase-12 可以剪切活化效应 Caspase-3，从而引发凋亡。同时 ERS 还可以激活




异性蛋白酶（cysteinyl aspartate specific proteinase）来完成。Caspase 的活化是一
个有顺序的多步水解的过程，有同源活化和异源活化两种机制。发生同源活化的
caspase 又被称为启动 Caspase，包括 caspase-8、9、10，凋亡起始后，启动 Caspase
被募集到特定的起始活化复合体，通过同源分子之间的酶切发生自身活化，一般
















凋亡。启动 Caspase 活化后通过异源活化方式水解活化下游的 Caspase，即执行
Caspase，主要包括 Caspase-3、6、7，活化的执行 Caspase 不可逆地水解特异的
下游底物，促使凋亡发生。Caspase 的效应底物包括一些核酸酶的抑制物，核纤
层蛋白以及与细胞骨架调节或 DNA 修复有关的酶或蛋白，通过水解底物来裂解
DNA，阻断 DNA 复制和修复，拆散细胞骨架等方式将细胞降解为凋亡小体。 
细胞凋亡过程多种基因及蛋白的调控，目前研究较多的有以下几个：Bcl-2 





能力的 Bcl-2 蛋白抗凋亡能力会减弱很多。定位在线粒体膜上的 Bcl-2 抑制凋亡
的方式至少有三种：通过改变线粒体巯基的氧化还原状态来控制其膜电位从而调
控细胞凋亡；通过调节线粒体膜对一些凋亡蛋白前体的通透性来抑制凋亡；将凋
亡蛋白前体 Apaf-1 等定位至线粒体膜上使其不能发挥凋亡作用。促凋亡蛋白 Bax
定位与胞浆，自身可形成同源二聚体或与 Bcl-2 形成异源二聚体。诱导凋亡时，
Bax 从胞浆迁移到线粒体，在线粒体膜上形成孔道，从而允许一些离子和小分子
如细胞色素 C 等穿过线粒体膜，进入细胞质进而引发凋亡。而 Bcl-2 则可以封闭
Bax 形成孔道的活性，使一些小分子不能自由通透，从而阻止细胞凋亡。 
（2）c-myc 家族：c-Myc 蛋白与胞内的 Max 结合形成异二聚体，异二聚体可
以和 DNA 核心序列结合控制基因转录。研究发现，异二聚体 c-Myc-Max 作为转
录调控物可能通过控制诱导凋亡所需要的转录而对细胞凋亡进行调控。C-Myc
介导的凋亡可以被抗氧化剂及 Bcl-2 抑制，说明 c-Myc 可能通过增加活性氧
（ROS）或改变细胞内的氧化还原状态加速细胞的凋亡。 
（3）c-Jun 和 c-Fos：c-Jun 可以和 Jun 家族或 Fos 家族的成员形成同源或异
源二聚体，组成 AP-1 转录因子，结合 DNA 的 TPA 元件调控区，介导细胞感受
外界刺激而调节下游基因转录。研究发现，过表达 c-Jun 会使细胞对姜黄素的细
胞毒性更敏感，而过表达 c-Fos 则会增加细胞对姜黄素细胞毒性的抵抗力。因此，
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